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Abstract 


Daiflon 113,a fluorocarbon, was available for extraction of Japanese encephalitis (JE ) 
virus antigen from infected mouse brain. The fluorocarbon extract was not only effective as 
antigen for hemagglutination and complement fixation,but reservable efficiently at least 
for three months. HA activity of Nakayama NIH antigen prepared by the fluorocarbon 
method was promoted by adding Tween 80 with the final concentration of 0.5 percent, while 
that of JaGAr 01 antigen was markedly depressed. On the other hand, HA of aceton-ether 
antigens was inhibited by Tween 80 to a great extent in both the strains. 

Thirteen out of 17 wild strains which had been isolated from mosquitoes in the epidemic 
season of JE, showed the depression of HA due to Tween 80 as was observed in JaGAr 01 
strain, but the remaining four were little influenced. 

Although no significant reduction of CF activity could be observed in both the strains, 
it was found that the infectivity of the strains to a cultured cell line had been markedly 
reduced. Using antigens prepared by fluorocarbon or aceton-ether method, cross HI tests 
were carried out. The antigens of JaGAr 01 strain showed approximately the same HI as to 
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homologous and heterologous antisera, but in case of Nakayama strain some reduction in 


titer against heterologous antisera was observed. 


It is conceivably possible to consider that 


discrepancies between the findings of the strains lies in different character of their 


hemagglutinins. 


緒 


Gessler et al. (19560 が ウイ ルス 抗原 の 抽出 に 
Fluorocarbon を 用 いて 以来 Hamparian et al. 
(19585, Hummler and Ketler(1958), Girardi(1959) 
は ポリ オ , エコ ー, コク サッ キーA 群 と B 群 , ポリ オォ 
ー マ な どの ウイ ルス 抗原 の 抽出 や 非 特 異 因 子 の 除去 の 

目的 に と れ を 使用 し 効果 を あげ た 。 ア ル ボ ウイ ルス の 
EXT C Fluorocarbon を 用 いた の は Porterfield 
1960) お よび 西山 ・ ois で ある . Porterfield 
(は メン ヤム ウェ フラ 。 ミリ キ フ オレ スト , シン ド ビ ス , 
USER w im イル ス 感 染 マ ウス 悩 か ら Fluo- 
rocarbon で 血球 凝集 抗原 を 抽出 し ,Clark and Cas- 
sals (1958) の 抗原 に 劣ら な いと と を 強調 し た . また , 
町 山 ・ 山 口 は 日 本 脳炎 ウイ ルス の Fluorocarbon 抽 
出 液 が 補 体 結合 抗原 お よび 血球 淫 集 抗原 と し て 活用 し 
得る と こと を 述べ た 。 し か し , 本 抗原 の 免疫 原 性 と , 
Fluorocarbon が ウイ ルス と し て の 感染 性 に 及ぼ す 影 
播 に つい て は 明か で な い . 一 方 日 本 脳炎 ウイ ルス の 精 
癌 に 関す る 研究 は 最近 特に わが 国 で か な り 行 な われ て 
いる 。 竹原 (1962) は DEAE 一 セル ロー ズ カ ラム クコ ロ 


- 製 分 画 に 及ば す Tween 80 OZ 


pul 


マト グラ フィ ー で Kitaoka and Nishimura (1965), 
Nishimura et al. (1964,1968), 西山 ・ 山 口 (1964) 
は 庶 糖 と 塩化 セシウム を 用 いた 密度 勾配 遠心 法 で 精製 
を 試み 血球 凝集 素 と 補 体 結合 抗原 は 感染 性 粒子 か ら 分 
離さ れる が 両者 の 分 別 は 困難 で あっ た と いう 。 
Tween 80 は 表面 活性 唱 と し て の 意義 の ほか lipid 
solvent と し て Ether と 同じ 作用 を 期待 し て 使用 さ 
れ て いる . Norrby(1962) お よび Dold and Nor- 
throp(1969) は 麻疹 と 風疹 ウイ ルス の 血球 比 集 抗原 に 
及ぼ す Tween 890 の 影響 に つい て 述べ て いる が 日 本 脳 
火 ウ イル ス た 関す る 所 見 の 記載 は な い . 

本 報 で は 日 本 脳炎 ウイ ルス の Fluorocarbon に よる 
部 分 精製 , 塩化 セシウム を 用 いた 密度 勾配 遠心 法 に よ 

る ウイ ルス 分 画 の 精製 な ら び に 部 分 精製 ウイ ルス と 精 
MC つい て 実験 し 。 
日 本 脳炎 ウイ ルス の 標準 株 と し て 使用 され て いる 中 山 
株 と JaGAr 株 の 特異 な 所 見 に つい て 述べ , 分 離 野生 
株 の 検査 成績 を も 附 記す る . 


実験 材料 及び 実験 方 法 


ウイ ルス : すべ て の 実験 に 供し た の は 国立 予防 衛生 


研究 所 ウイ ルス ・ リ ケッ チャ ヤ 部 か ら 分 与 を うけ た 中 山 , 


予 研 株 (Nakayama NIH) JaGAr 01 株 で , 両 株 
は 1965 年 以来 , 当 教室 で の 継 代 を 含め て 前 者 は 39 代 , 
後者 は 16 代 貴 乳 マウ ス 脳 内 接種 法 で 継 代 され た も の で 
ある . また 一 部 に 使用 し た 分 離 株 は 1965 年 , 1968 年 
お よび 1969 年 に 野外 捕 集 幅 から 路 乳 マ ウス 脳 内 接種 法 
で 分 離さ れ た も の で , 1965 年 の 分 離 株 が 4 代 継 代 さ れ 
た 以外 すべ て 継 代 2 代目 の も の で あっ た 。 

部 分 精製 お よび 精製 ウイ ルス : 出発 材料 に は 毎回 2 
な いし 4g の 感染 路 乳 マウ ス 脳 を 用 いた . これ を 20% 
の 乳剤 に な る よう を Tris 緩衝 食塩 水 pH8.0 を 加え 先 
PRH TEL, 次 いで ホモ ヂ ナ イザ ーK 移 し , と 
れ を 等 量 の Fluorocarbon (Daiflon ]13) を 加え 水冷 
槽 中 で 2 な いし 3 分 間 高 速 回 転 で 乳 腹 と し た . Up 
先ず 1500g 15 分 間 憶 心 し , 上 清 を 更に 500Cg 15 分 


間 境 心 し た 後 そ の 上 清 を 採取 し て と れ を 部 分 精製 ウイ 
pA d e 

精製 の た め に は Cellulose nitrate tube に 塩化 セ シ 
ウム の 密度 を 異 に する 液 層 を 重ね 二 重 層 を 作り , その 
最上 層 に 部 分 精製 ウイ ルス を 重 ね て 100000g 2 時 間 遠 
心 し た 後 , tube の 側面 か ら 注射 針 で 容 刺 し て , ウイ ル 
AR EE qu dr 2 時 間 以 上 Tris 緩衝 
食 剖 水 pH8.0 に 透析 し 精製 ウイ ルス と し た . と れ ら の 
試料 は 使用 直前 まで 一 70?C に 保存 し た . 

濃度 勾配 遠心 法 : 塩化 セシウム の Density C8 /ci) 
1.410,1.310 お よび 1.210 の も の 所 定量 を 重層 し , その 
最上 層 に 部 分 精製 また は 精製 ウイ ルス を 重ね て 129800 
g 3 時 間 遠 心 し た 後 , 遠心 管 の IER ERA UL 5 滴 ず っ 
採取 し た 。 こ の 際 Density 1.320 以後 の 分 画 を 採取 
し 実験 に 用 いた . 各 分 画 は セロ ファ ン ・ チ ュー ブ で 
Tris 緩 衝 液 に 1 夜 透 析 し た 後 , 使用 直前 まで 70?C 
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Aceton-Ether 抽出 抗原 : 中 山 株 , 
Aceton-Ether 抽出 抗原 は 化学 及び 血清 研究 所 の 大 友 
博士 か ら 分 与 を うけ た . 

抗 血清 : ph hR E 免疫 血清 Ri, Re, Ra, pi 

JaGAr 株 家 兎 免疫 血清 R4, Rs, R。 も また 大 友 博士 か 
ら 分 与 を うけ た . これら は いずれ も Aceton-Ether 抽 
出 抗原 を 免疫 原 と し て 作成 し た も の と いわ れる . 抗 血 
清 R7: か ら Rip ま で は 著者 が Fluorocarbon 抽出 抗原 
で 作成 し た . 免疫 用 家 兎 は 予め 日 本 脳炎 ウイ ルス 抗体 
を 有 し な いて と と を 確認 し た 後 精製 ウイ ルス を 2 ml1 週 
間 間 了 号 で 3 回 静 注 し 最終 注射 後 週 日 に 採血 し た . 
た だ し , 抗 血清 Rro は 初回 免疫 後 2 週間 目 に 採血 し た 
も の で ある . 免疫 血清 は 分 離 後 , 使用 前 まで 一 70*C 
に 保存 し た . また 血球 凝集 抑制 試験 に は 抗 血清 を 冷 了 
セト ン で 処置 し た 後 使用 し た . 

MERR, 血球 凝集 抑制 試験 お よび 補 体 結合 反応 : 
前 2 者 の た め の ウ イル ス 稀 釈 液 は 0.42% 卵 ア ル ブ ミ ン 
加 仙 酸 緩 箇 食 塩水 pH9.0 を 用 いた . 血球 は 1 日 ヒナ か 
ら 採 血 し Dextrose-Geratin- Veronal 綾 衝 液 中 に 保 
存 し 5 日 以内 に 使用 し た . JaGAr 株 の 血球 凝集 と 同 
抑制 反応 は pH6.8 が 至 適 で あり 中 山 株 の それ は pH6. 4 


ES 験 


抗原 の 保存 方 法 と 活性 : JaGAr 株 の Fluorocarbon 
と Aceton-Ether 抽出 抗原 の 比較 の 例 を Fig. 1 に 示し 
jc. 一 0°C 保 存 で は 血球 凝集 (CHA), 補 体 結合 (CF) 活 
性 は 比較 的 よく 保 た れ 特 に Fluorocarbon 抽出 抗原 の 
活性 は ほとん ご ど 変動 を 認め な か っ た .4C 保存 の 場合 , 
Aceton-Ether 抽出 抗原 は 数 日 間 で HA.CF と も 著 し 
い 和 失 活 を 認め た の 対し て Fluorocarbon 抽出 抗原 は 
30 日 後 で も な お か な り の 活性 を 保ち , Aceton-Ether 
抗原 より 好 結 果 が 得 ら れ た . 

HA 活性 に 及ぼ す Tween 80 の 影響 : 中 山 株 と 
JaGAr 株 の Fluorocarbon 抽出 法 で 得 た 部 分 精製 ウ 
イィ ルス お よび 精製 ウイ ルス と Tween 80 の 各 濃 度 の 溶 
液 こと を 等 量 混合 し や C, 2 時 間 4 時間 お よび 1 夜 (18 時 
IH) 保っ た 後 , 混 液 か ら 一 部 分 を 採取 し て その HA 活 
性 を し ら べ た . 成績 は Fig 2 に 示さ れる よう に 中 山 株 
は 9.01% か ら 1.096 に 斑 る どの 濃度 の Tween 80 添加 
で も HA 活性 の 促進 現象 を 認め , BRHCO. 05962» 60. 526 
の 濃度 で 著 明 で あっ た が , JaGAr 株 で は Tween 800 
どの 濃度 の 添加 で を HA 活性 は 抑制 され 特に 0.5% 以 
上 の 濃度 で 著 明 で あっ た .TFluorocarbon と Tween 80 


TaGAr TA 


SU K 


で あっ て , 特に 中 山 株 は とこ の 至 適 pH を は ずれ る と 反 
応 は ほとん ど 現 われ な い の で 以下 の 実験 は 両 株 の 至 適 
pH で 行なっ た . た だ し ,JaGAr 株 の み 特別 な 場合 pH 
6.4 で も 行なっ た . また , 分 見 株 の 血球 凝集 は pH6.8 
と pH6. 4 で 実施 し た . 反応 は 37°C, 1 時 間 後 に 判読 
し 凝集 価 と 比 集 阻止 価 は 反応 と その 上 明 止 の 最高 稀釈 倍 
数 で 表わし た . 補 体 結合 反応 は Adenovirus 抗 原 測定 
で 行なっ た 方 法 (Russell et al. 1967) 準じ て 実施 
b 

感染 価 の 測定 : 映 化 19 日 卵 の ニワ トリ 胎児 を Trypsin 
消化 し , 洗 浴 し た 細胞 の 浮 妊 液 を 小型 シャ ー レ に 分 注 
し , RRIAZ EET 日 塔 養 し 単 剛 培養 細胞 を 得 
た . と の 細胞 を よく 洗 六 し た 後 各階 段 稀 釈 ウ イル ス 液 
の 0. 2ml を 接種 し 79?C1 時 間 吸 着 し た . 次 いで double 
Hanks agar を 重層 し 35?C5 日 間 塔 養 し て 生じ た 
plague 数 を 算 え た . 

Tween 80 処 置 Tween 80 溶液 は Parisius and 
Macmorine(1969) に 従っ て 作成 し た . 各 濃 度 の Tween 
89 溶 液 と 抗原 落 液 (精製 ウイ ルス 及び 密度 勾配 遠心 分 
画 ) を それ ぞ れ 等 量 に 混 じ 4?C 保 っ た 後 , 所定 の 時 
間 同 一 試料 か ら そ の 一 部 を 採取 し 血球 凝集 , 補 体 結 
会 お よび 感染 価 の 測定 を 行っ た . 


成 績 


Fig.1. Effect of preservation on hemagglutination 
and complement fixation of partially 
purified virus of JaGAr strain, 


CF and HI titer 
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Fig. 2. Effect of Tween 80 on HA activity of 
JE virus. _ NE 
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Table 1. Effect of Tween 80 on HA activity 
of JE virus prepared by aceton-ether 
treatment l 


Incubation time; JaGAr 01 | Nakayama NIH 


no Tween 640 1, 280 
180 5mihn | 160 | 80 
overnieht 40 80 


は Ether と 同じ く lipid solvent T AZOTI, 
原作 成 に Aceton-Ether 抽出 法 が 用 いら れ た 場合 , 

Fluorocarbon 抽出 抗原 で 認め られ た よう な Tween 
80 の 影響 が 現われ る か ど うか を 知る 必要 が ある . この 
よう な 目的 で 中 山 株 と JaGAr 株 の Aceton-Ether 抽 
出 抗原 を 使用 し て 同様 の 実験 を 試み た . 成績 は Table 
1 に と 示さ れる よう に だ , 抗原 液 に 添加 され る Tween 89 
の 最終 濃度 を 0.522 と し た 場合 , 4“C 3 時 間 の 保持 で 
中 山 株 , JaGAr 株 と も HA 活性 の 著 明 な 失 活 を 認め , 


特に 中 上 山 株 で は Fluorocarbon 抽出 抗原 で みた HA の — 
促進 を 認め る と と は 出来 な か っ た . 従っ て 抗原 の 作成 
方 法 は 中 山 株 の Tween 89 に 対す る 反応 態度 を 左右 す 
る と と が 明らか で ある . 

塩化 セシウム 密度 勾配 遠心 分 画 の 性 状 : 前 項 で 
Tween 80 添加 に よっ て JaGAr 株 の HA せ 抑制, 中 山 
株 の それ は 促進 と い う 現 銀 が み ら れ た が , と の 現象 が 
両 株 の HA 抗原 の 本 質 的 特性 で ある の か どう か を 知る 
た め に は 密度 勾 昌 遠心 法 に よる 精製 分 画 を 用 いて の 実 
験 を 行なう 必要 が ある . 先ず 塩化 セン ウム 密度 勾配 境 
心 法 に よる ウイ ルス の 精製 を 試み , 各 分 画 の 性 状 を 検 
討 す る と と も MC HA お よび CF 活性 の み を 示す 分 画 の 
分 難 の 可能 性 を 検討 し た . JaGAr 株 に つい て 反復 実施 
し た 密度 勾配 遠心 の 各 分 画 の HA, CF お よび plague 
形成 能 を まとめ ぬる と , DensityCg /c の 1. 240 を 中 心 と 
し て 1.260 及び 1.210 (Noli 及び No10, No12) の 
分 画 は HA と CF 活性 が 最も 高い . また plague 形成 


能 も Density 1.240 (No11) 分 画 を 中 心 と し て 高い 


値 を 示し た 。 と れ に 反し , Density 1,280. (No8) 
と 1.8190807) の 分 画 , 特に 後者 は .CF 活性 を 示さ 
な い HA 活性 分 画 で あり , Density 1.180 (No 145 
以下 の 分 画 は CF 活性 の み で HA 活性 を 欠く と と は 
重要 な 所 見 で ある . と れ ら の 分 画 の うち , Density 
1.280 ((No 8) と 1.180 (No 14) の 両者 は 頻 回 の 実 
験 で 時 に CE 活性 また は HHA 活 性 を 低い な が ら 認 め , € 
れ ぞ れ に Contamination を きた す 場 合 が 経験 され た 
が , 重層 すべ き 塩 化 モ セシウム の 密度 や その 量 , E 
度 と 時 間 を 一 定 に すれ ば 所 期 の 目的 が 達せ られ る . ま 
た , 上 記 の 各 分 画 の うち , 特に Density 1.310 (No 
7 だ RA まさ 1600. CNo BOIS NOB) の 
分 画 は plaque 形成 能 を 認め な か っ た . いずれ に し て 
も ぁ と れ ら の 所 見 は 。 Fluorocarbon 抽出 法 に よる 日 本 
脳炎 ウイ ルス の 抗原 活性 と 生物 活性 が 密度 勾配 遠心 法 
に よっ て 分 別 観 察 き れる 可能 性 を 示し て いる . 
密度 勾配 遠心 分 画 に 及ぼ す Tween 80 の 影響 : 中 
山 株 お よび JaGAr 株 の 各 分 画 に Tween 80 を 最終 渡 
度 が 0.52% に な る よう に 加え , 4?C3 時 尊 お よび 1 夜 
保持 後 , HA 活性 を し ら べ た . HA 反 応 は 中 山 株 の 場合 
pH 6.4 の み , JaGAr 株 の 場合 PH 6.8 と pH 6.4 で 
行なっ た . 中 山 株 , JaGAr 株 と も Density 1.240% 
た は 1.250 を 中 心 と し て 1.319 か ら 1.190 あ る い は 時 に 
1. 180C E o9 C HAB EXER U7z. Fig. 3 に みる よう に , 
中 山 株 で は どの 分 画 で も 4°C 3 時 間 ま た は 1 夜 保持 後 
の HA 活 性 は 促進 され た が , JaGAr 株 で は , Fig 4a 
お よび Fig 4b の よう に どの 分 画 で も 常に HA 活 性 は 
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Fig. 3. Effect of Tween 80 on HA activity of 
l fractions after gradient centrifugation 
(Nakayama strain). 
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抑制 され 特に pH6.4 で の 反応 時 に 著 明 で あっ た . $t 
っ て 中 山 株 と JaGAr 株 の Fluorocarbon 抽出 抗原 に 
含ま れ て いる 四球 凝集 抗原 ( 素 ) は Tween 89 に よっ 
て 特典 な 影響 を うけ る と と , 換言 すれ ば と の 成績 は 中 
山 株 と JaGAr 株 の 血球 疑 集 抗原 ( 素 ) に 何等 か 質 的 
な 差異 が ある と と を 思わ せる . 

CF 活性 に 及ぼ す Tween 80 の 影響 : 中 山 株 及び 
JaGAr 株 の 精製 ウイ ルス に Tween 80 を 最終 濃度 が 
0.5 及 び 0.01% に な る よう に 加え , 4°C, 2, 4 
時 間 お よび 1 夜 保 っ た 後 の CF 活性 は , Table 2 に 示 
す よ うに , 特に 減 弱 する と こと は な か っ た . 

感染 能 に 及ぼ す Tween 80 の 影響 : 中 山 株 と 
JaGAr 株 の 部 分 精製 ウイ ルス 最終 濃度 が 0.522 に な 
る よう に Tween 80 を 加え , 4°C, 5 EIRC 1 夜 保っ 


^, plaque 形成 能 を 検査 し た の が Table 3 で ある . 


両 株 と も Tween 89 の 作用 下 ic 3 時 間 後 既に plaque 


Table 2. 


Fig. 4a Effect of Tween 80 on HA activity 


of fractions after gradient 


centrifugation (JaGAr strain). 


1234567289101112131415 16 17 

: Fraction number 
Fig. 4b P 
1, 310 > 
1, 260 È 
SO 


512| HA at E 

256| pH 6.4 AAR 1, 210 > 

128 4 Ute F 
e 32 で 
X 16 


r * 

』 r ow 

H Pd tl 
L A 


1234 5 6 7 8 910111213141516 17 
Fraction number 


*—* 3 hours | 
À--A18 hours Í Tween 80 


9—9 3 hours! 
A-^18 hours | 


no Tween 80 


数 の 著しい 減少 を 認め 1 夜 保持 後 の 試料 で は も は や 
plaque 形成 も 認め な いま で 感染 能 が 不 活化 され た . 
と これ 反し て 同一 試料 に つい て 行なっ た HA 反 応 は 中 
山 株 で は 促進 , JaGAr 株 で は 抑制 と いう 所 見 に 変り 
が な か っ た . 

交叉 血球 凝集 抑制 試験 Table 4 に 示さ れる よう に 
, 反応 原 と し て Fluorocarbon 抽出 抗原 と Aceton- 
Ether 抽出 抗原 を 用 いた 場合 それ ぞ れ の 免疫 血清 の 血 
球 疑 集 抑制 価 は ほ ば 等 価 を 示し て いる . JaGAr 株 抗原 
は 抗 中 山 株 免疫 血清 , 抗 JaGAr 株 免疫 血清 の いずれ 
に よっ て も 同じ 程度 に よく 抑制 され る が , 中 山 株 抗原 
は 抗 中 山 株 免疫 血清 に よっ て よく 反応 を 抑制 され る の 


Effect of Twen 80 on CF activity of JE virus 


— H—H— — ÓÜ— rá(— ———————————niÀ—Tn(À———————!—— 


JaGAr 01 | Nakayama NIH 
Incubation 
. Final concentration of Tween( め の ) 
time( min) “ : 
| 0. 5 | 0. 01 | no Tween | 0.5 0. 01 no Tween 

120 8 16 | 16 16 16 

240 8 16 8 16 16 
overnigh t 4 16 16 32 i 32 

l | 
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Table 3. Effect of Tween 80 on infectivity 


and HA activity of JE virus 


Incubation time JaGAr 01 | Nakayama NIH 


PEU/0. 2ml 

no Tween 5.3x105 2.0x 106 

180 min 1.3 x10? 8.9x 102 
overnight 0 0 

HA titer m 

no Tween 128 64 

180 min 256 512 
overnight | 16 1, 024 


The final concentration of Tween 80 : 0. 525 


に 比べ , pi JaGAr Peso EE ifii tC d: 5 Som E UL S 
低い . Table 5 は 0.1% に Tween 89 を 加え 4?C3 
時 間 処 置 し た 後 の 抗原 を 使用 し た 場合 で ある が , 成績 
は Tween 89 を 使用 し な か っ た 時 の 所 見 と 全く 同様 
で あっ た . 

分 離 株 の HA に 及ぼ す Tween 80 の 影響 : 中 山 株 
と JaGAr 株 の HA 活性 に 及ぼ す Tween 89 の 影響 に 


は 特異 な 点 が あっ た の で , 分 離 株 の 中 に 類似 の 現象 を 
示す も の が ある か どう か を 検査 し た . 当 教 室 で コガ タ 
アカ イエ カ か ら 分 離し 日 本 脳炎 ウイ ルス こと 同定 され た 
179 株 を 用 いた . 分 離 株 の HA 反応 の 至 適 pH は 6.8 で あ 
っ た が , pH6. 4 で も 実験 を 試み た . Tween 80 を 最終 濃 
度 が 0.522 に な る よう 抗原 液 に 加え , 4°C 3 時 間 お 
よび 1 夜 保 っ た 後 HA 活性 を 検査 し た . ウイ ルス 抗原 
は Fluorocarbon 抽 出 液 で ある . 

HA を pH6.8 で 行なっ た 成績 を Table 6 に 示し た . 


Table 5. Cross HI test using JaGAr and 
Nakayama antigen treated with 
0.125 Tween 80 for 3 hours. 
Antigen 
Antiserum E E 
JaGAr Nakayama 
JaGAr R11 2,560 320 
R12 1,280 | 160 
R14 | 1,280 | 80 
Nakayama R4 | 640 640 
R8 1,280 | 1, 280 


Table 4. Cross HI tests of antisera and antigens against JaGAr Ol 
and Nakayama NIH strain 
HI titer against antigen of 
Antiserum | JaGAr 01 Nakayama NIH 
Fluorocarbon Aceton- Ether Fluorocarbon Aceton- Ether 
Anti-JaGAr RI 2, 560 ご 5, 120«7 1, 280 640 
R2 1, 280 1, 280 320 640 
R3 | 2, 560 2, 560 640 640 
R10 640 640 160 160 
R11 2, 560 2, 560 640 640 
R12 2, 560 2, 560 320 320 
R13 1, 280 2, 560 320 160 
R14 1, 280 1, 280 160 160 
R15 2, 560 1, 280 160 80 
Anti-Nakayama R4 1, 280 640 1, 280 640 
R5 640 640 1, 280 1, 280 
R6 2, 560 1, 280 1, 280 2, 560 
R7 | 2, 560«7 5, 120«7 2, 560«7 5, 1207 
R8 — 2, 560 2, 560 2, 560 1, 280 
R9 | 2, 560 2, 560 2, 560 5,120 
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Table 6. Effect of Tween 80 on HA activity of JE virus isolated (1) 


—— € —————————— —Á—————— —P————————Y———————————/————Á——Óá—————————P À———nuÜ—"w 


| | | HA activity 


Year Number 
Strain of | of | No Tween Tween No Tween | l Tween 
| isolation | passage | i hauts 12 Hours 
| at pH 6.8 
2, 279 1965 | 4 2, 560 2.560 1. 280 1. 280 
3, 591 1968 | 2 | 640 320 640 320 
3, 618 の の | 1,280 640 | 1,280 320 
2, 667 ア d 1, 280 | 320 1, 280 320 
3, 686 ^" | d 1, 280 320 1, 280 320 
3, 698 7 "s | 1, 280 320 640 160 
3, 706 " " 640 160 1, 280 160 
3, 729 " 9 640 640 —— 640 160 
3, 750 7 i ク | 640 320 1, 280 80 
5, 302 1969 2 1, 280 1. 280 640 640 
5,337 " の 1, 280 320 | 2, 560 320 
5, 358 " 7 | 2560 2,560 1,280 1. 280 
5, 385 7 | ji 1, 280 640 2, 560 160 
5, 409 5 " 2, 560 1, 280 1, 280 160 
5, 460 ん の 2, 560 1. 280 1, 280 640 
5, 471 »" » | 640 640 640 80 
5, 487 ^" | » 640 160 640 160 
Table 7. Effect of Tween 80 on HA activity of JE virus isolatad (2) 


| | HA activity 


Year Number 
Strain of of No Tween | Tween No Tween Tween 
isolation passage 3 houts i8 fours 
at pH 6.4 
2, 279 1965 4 。 | 128 — 320 1. 280 320 
3,500  ! 1968 2 | 160 20 320 20 
3, 618 ク 7 320 20 640 40 
3,667 ン 7 640 « 10 320 <10 
3, 686 ヶ 320 «10 320 «10 
3,698 " ク | 640 20 320 20 
3, 706 " | の 320 |» 10 320 || «10 
3, 729 7 | 7 | 320 «10 320 20 
3,750 | " " | 320 20 320 40 
5,302 | 1969 s 640 320 640 160 
5, 337 " | ク " 640 <20 640 <20 
5, 358 » | » 640 320 1, 280 320 
5, 385 ク | ク | 640 ご 20 640 <20 
5,409 T i の i 640 160 640 20 
5, 460 " | "E 640 320 640 160 
5,471: “ | " | 320 40 320 20 
5,487. | の | " | 320 20 320 <10 
| | 
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1965 年 に 分 上 離さ れ た 2279 株 1969 年 に 分 離さ れ た 5302 
FR, 5358 株 , 5460 株 の 4 株 は Tween 80 MLE 1 夜 後 
の 場合 も その HA 価 の 低下 は ほとん ど 認 め ら れ な か っ 

た が , 中 山 株 の よう に HA 活性 が 双 活 され る よう な 例 
: よ な か っ た . また 他 の 13 株 の 有 HA 活性 は Tween 89 の 
影響 で か な り 低下 し た . 分 離 株 の Tween 80 Aw 
の HHA を pH6. 4 で 行なっ た 成績 は Table 7 で ある が , 


考 


Xp ee RM UU SONIS d Du 
処置 で 破壊 され 易い の で 抗原 の 抽出 に は 
-Aceton 法 が 選ば れる が , Porterfield (1960) は 
RRT Y ANALA Fluorocarbon を 加え 一 夜 静 置 
し ゼリー 様 乳 剤 を 遠心 し その 上 清 に 血球 散 集 素 が よく 


通常 Sucrose 


抽出 され て いる の を 認め , 本 法 は セミ リキ フォ レス ト , 


ウエ スト ナイ ル の 各 ア ル ボ ウイ ルス の 抗原 の 抽出 に も 
適し て いる と 述べ た . 一 方 , 西山 ・ 山 口 1964) も 日 本 
脳 迷 ウイ ルス 抗原 の 抽出 に Fluorocarbon Ag z- 352 
し て いる . 著者 は 上 記 両 氏 の 方 法 を 基 に し 塩化 セン ウ 
ム に よる 鶴 度 勾配 境 心 法 を 加味 し て 部 分 精製 な ら び に 
精製 ウィ ルス 試料 を 得 た . と の 試料 は HHA お よび CE 抗 
原 と し て すぐ れ , 一 70?C 保 存 で は 勿論 , Aceton 
-Ether 抽 出 抗原 より も 4 °C 保存 に 耐え 。 か つ 免 疫 原 と 
し て も 有用 で ある と と を 認め た . さ ら に 本 法 は Aceton 
-Ether ある い は Sucrose・Aceton 法 お よび 硫酸 プロ タ 
ミン 併用 法 な ど よ り 精製 過程 が 簡便 で ある の も 一 つ 
の 特長 とい える. 周知 の よう に 日 本 脳炎 ウイ ルス の 
Aceton-Ether 抽出 抗原 は 4“C の 保存 で は 数 日 を 出 
3 L'CAih 3 $. と これ に 対し て 本 法 に よる 抗原 が た と 
え 力 価 と し て 4 分 の 1 程度 に 低下 を みる と は いえ 同 温 
ETI カ月 保存 し 得る と と は , 抗原 の 輸送 や 基地 研究 
室 を 離れ て の 作業 を 可能 な らし め る も の で あり 日 本 脳 
笑 の 疫学 的 研究 を 大 い に 便 な らし め る も の で あろ う . 
Tween80 は 麻疹 ウイ ルス (Norrby , 1962; Parisius 
and Macmorine ,1969), 風疹 ウイ ルス (Dold and 
Northrop, 1969) な どの 血球 凝集 抗原 の 作成 に Ether 
この 組合 せ で 使用 きれ , 特に 風疹 ウイ ルス で は 皿 球 弟 
E の 促進 が 認め られ て いる が , 一 方 で は 麻疹 リク チン 
の 場合 Tween 80 は 抗原 性 を 減弱 せしめ る の で 好ま 
し く な いと も いわ れ て いる . 


上 記 の 4 株 の 場合 , 幾 分 その HA 価 は 低下 し た と は 
いえ , な お か な り の 活性 が 保 た れ て いた . これ に 反し 
て 他 の 13 株 の 場合 HA 活 性 は 著しく 阻害 され その 耳 A 
価 が 10 倍 以下 に まで 低下 し た も の が 半数 に まで 及 ん だ . 
以上 の 成績 か ら , 分 離 株 2279 5502, 5358 お よび 5460 
の 4 株 の HA 抗原 は Tween 80 に 抵抗 性 で あっ て 他 
の 13 株 の それ は 感受 性 で ある と いえ る . 


EX 


日 本 脳炎 ウイ ルス に 及ば す Tween 80 の 影響 に つい 
て は 報告 が な い . 著者 の 場合 , 業 室 保存 の 中 山 株 は 
Tween 89 処 置 で 著 明 な HHA 活 性 の 促進 を 認め た が , 
JaGAr 株 の HA は 著しく 抑制 され た . も っ と る, R 
応 は 37?C で 行ない , 反応 液 中 に 含ま れる Tween 80 
は 抗原 稀釈 と 共 公 稀釈 され る と は いえ , 一 応 その 存在 
を 考慮 し な けれ ば な ら な い が , 中 山 株 と Jacar 株 の 
Tween 80 に 対す る 態度 の 差異 は 日 本 脳炎 ウイ ルス 目 
体 に 関す る 今後 の 研究 に 一 つの 手 掛 りら を 与え る も の と 
思う . と の よう な 現象 は Fluorocarbon 抽出 抗原 で 
の み 認 め ら れ , Aceton-Ether 抽出 抗原 で は 中 山 株 も 
JaGAr 株 と 同様 . その HA が Tween 80 で 抑制 され 易 
いと と を 知っ た . 一 方 , 塩化 セン ウム を 用 いた 密度 勾 
配 遠心 に よる 精製 分 画 で も , Tween 80 Icd S rp 
HA の 促進 , JaGAr g&HA の 抑制 と いう 前 記 の 所 見 に 
変り が な か っ た . と の 現象 の 説明 は 困難 で ある が , i 
株 の 血球 凝集 素 に 何等 か 質 的 な 差 が ある と と を 推定 し 

で も よい こと 思う 

交叉 血球 凝集 抑制 反応 は , Fluorocarbon 抽出 抗原 
で も Aceton- Ether 抽出 抗原 で も 全く 平行 し た 所 見 が 
得 ら れ , また , JaGAr 株 の HHA 活 性 を それ ほど 抑制 せ せ 
ず 中 山 株 の それ を 著 明 に 促進 せしめ な い 濃 度 の Tween 
80 を 作用 させ た 抗原 を 使用 し て も 同様 の 成績 で あっ た . 
すなわち , JaGAr 株 は 抗 中 山 株 免疫 血清 で も 自 原 免 疫 
血清 と ほとん ど 変 り が な い 陽 止 価 を 示し た が , 中 山 株 
で は 抗 JaGAr 株 免疫 血清 に よる 阻止 価 が 自 原 抗 血 清 
の それ より 著しく 低い と と が 注目 され た . て の 所 見 
は Okuno et al (1968) に よっ て も 報告 され , EX 
は イン フル エン ザウ イル ス の 場合 に み ら れ る 了 相 及び 
Q 相 の 関係 に 類する も の と 考察 し て いる が 中山 株 の 抗 
原 の 一 部 の 質 的 な 差 と 考え る と と も 引 能 で あろ うう . 
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結 


D 日 本 脳炎 ウイ ルス 抗原 の 抽出 , 精製 に Fluoro- 
¿carbon (Daifron 113) 怒 置 と 塩化 セシウム 密度 勾配 
遠心 法 を 併用 し 好 結 果 を 得 た . 本 法 で 得 ら れ た 抗原 は 
HA お よび CF 抗原 と し て の みな ら ず 免疫 原 と し て 
も 有用 で ある . 

2) Tween 80 は 業 室 保 存 の 中 山 株 の HLA 活性 を 高 
め る が JaGAr 株 の それ を 抑制 する と いう 特異 な 影響 
を 与え る . と の よう な 現象 は Fluorocarbon 抽出 抗 
原 の み に み ら れ , Aceton-Ether 抗原 で は 両 株 と も 
その HA 活性 は 抑制 され た . 

8) と の Tween 80 の HA 活性 に 及ば す 特 異な 影響 
は 日 本 脳炎 流行 期 の 表 か ら 分 離さ れ た 野生 株 で も み ら 
れ , 19 株 中 13 株 まで は JaGAr 株 と 同様 な 態度 を 示し , 
残り の 4 株 は 特に 影響 を 受け な か っ た . 
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4) Tween 89 は 日 本 脳炎 ウイ ルス の CF 活性 に は 
影響 を 与え を な い が ウ イル ス の 感染 性 を 失わ し め る . 

5) 交叉 血球 凝集 抑制 実験 で は Fluorocarbon 抽出 
抗原 , Tween 89 女 置 抗原 と も Aceton-Ether 抽出 
抗原 と 平行 し た 成績 が 得 ら れ た だ た. JaGAr 株 は 抗 中 山 株 
血清 に 自 原 血清 と 同 程度 の 高い 阻止 価 を 示す が , 中 山 
株 は 抗 JaGAr 株 血清 に お いて 著しく 低い 阻止 価 が 得 
られ た . と の 所 見 は 密度 勾配 吉 心 分 画 で も 認め られ , 
中 山 株 の 血球 凝集 素 と JaGAr 株 の それ と の 間 に 質 的 な 
差 が ある と と を 推定 させ る . 

稿 を 終る に 当り 福 見 教授 の 御 教 示 と 御 指導 に 感謝 し , 
本 研究 に 関す る 直接 の 御 指導 御 校 開 を 得 た 林 助 教授 
並び に 御 校 関 の 労 を 賜 わ っ た 当 大 学 医学 部 細菌 学 教室 
青木 教授 に 深 甚 の 謝意 を 表し ます . 
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